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    The regulation of shoot apex meristem in higher plant is a complicate and 
delicate process. The WUS gene is involved in the maintaince of the shoot apex 
meristem. In this study, the ubiquitination of WUS protein and WUS interacting 
proteins were investigated, which have not been studied before. 
Firstly, we established an in vitro protein analysis system. The addition of 
purified WUS protein in cell free extracts prepared from Arabidopsis seedlings caused 
the gradual degradation of WUS protein, which could be inhibited by the proteasome 
inhibitor MG132 or ALLN, but not by the broad-spectrum protease inhibitor PMSF. 
When the 35S::HA:WUS seedlings were also treated with the proteasome inhibitors, 
the HA:WUS protein level increased significantly. This result is consistent with the 
results obtained in vitro, suggesting that the WUS protein in 35S::HA:WUS plants is 
degraded via the proteasome pathway. We also established theWUS yeast two-hybrid 
system to screen the E3 ligase which might specifically mediates the ubiquitination of 
WUS protein. We found a dozen of proteins potentially interacted with WUS protein 
in an Arabidopsis cDNA libraries. Although these proteins remain to be characterized, 
the discovery of these proteins provides new ideas and basis for further research on 
WUS protein. 
 

















1  高等植物茎端分生组织 
1.1 茎端分生组织的形成 










     
 
图 1 拟南芥的胚胎发育过程[5] 
Figure1-1 Embryogenesis of dicotyledonary plant（Arabidopsis）[5] 
 





























的前体细胞(founder cells) 。分生组织中所有的细胞都来源于干细胞[10]。 













































胞内激酶区的类受体蛋白。现已证明，在SAM的维持中，CLV1、 CLV2、 CRN 










Katz 等[25]研究发现，FIE 和 cLF 蛋白(分别与 PcG 家族蛋白 Eed 和 Ezh2 同



































抑制Ⅰ型 KNOX 基因的表达，如 STM[24]，然后高浓度的生长素和Ⅰ型 KNOX 的
表达下降共同促进该区域的细胞参与器官原基的形成。     
     
1.4  WUS 基因 






















分析，表明 WUS 在茎端分生组织的组织中心表达（少数 L3 层的细胞），表达
WUS 的细胞对其上面一群细胞的命运起决定作用，即 WUS 是干细胞决定基因。 
 
1.4.2 WUS 蛋白是一个双功能的转录因子 
WUS 是一个具有双功能的 WOX(WUS-like homeobox)家族蛋白[36]，对于茎
端分生组织具有负调控作用，而对于花分生组织中的 AG 基因却具有正调控作用
[37]。 
WUS 与 CLV3 形成一个反馈调节环来维持茎端分生组织中新器官的启动和
干细胞的维持[38]。干细胞标志基因 CLV3 在 WUS 表达区上面表达，限于茎端分
生组织中央区的表层(L1 和 L2)。clv3 与 wus 突变体的茎端分生组织状态相反，
形成膨大的分生组织和较多的花器官，而 wus 和 wus clv3 突变体的茎尖分生组
织以及花分生组织结构没有差别；在转 ANT::WUS 拟南芥中(ANT 在器官原基
以及正在发育的器官中表达)出现含有 CLV3 表达产物的栓状分生组织，说明 
WUS 可以诱导 CLV3 的表达[38, 39]， 而且决定该位置的细胞成为干细胞。过表
达 CLV3 会导致分生组织终止，产生类似于 wus 的表型[6,19]；WUS 在 clv3 中表
达区域扩大，说明过表达的 CLV3 会反过来抑制其激活子 WUS 的表达。 
研究认为，WUS 和 AG 在花分生组织中也形成了一个反馈调节环，调节三
四轮花器官的形成和花分生组织的终止[40, 41]。遗传学实验表明，在花发育第三
期，AG 被 WUS 激活并在第３轮和第４轮花器官中表达，当心皮原基启动之后，
AG 抑制 WUS 的转录，CLV3 也被抑制，最终导致花分生组织活性终止。但
lfy-6/lfy-6 植株中的 WUS 不能激活 AG::WUS AG::GUS，说明 WUS 诱导 AG 
需要 LFY 的活性，不过 LFY 与 WUS 之间没有相互作用[40]。WUS 和 LFY 这２
个基因都通过与 AG 的 cis 调控位点结合来诱导 AG 的表达[42]。AG 则通过两条
途径来抑制 WUS 的表达：一条是通过招募 PcG 蛋白直接抑制 WUS 表达[13]，另
一条是通过激活 KNU 基因的表达间接抑制 WUS 表达[43]。在花发育第三期，
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1.4.3 BARD1 是 WUS 表达的限制因子 











在分生组织内 WUS 和 STM 的功能是互相独立的[45]，但当 WUS 与 STM 共
同组成性表达时可以在下胚轴启动器官发生，在抑制细胞分化方面它们表现出一
定的协同性[46]。Brand 等发现，在胚胎中 WUS 是 CLV3 的唯一激活因子，而在
胚胎以外的组织 WUS 和 STM 一起激活 CLV3 的表达(如下胚轴、幼苗分生组
织) [45]。 
在胚胎后期发育过程中，WUS 能抑制一些 A 类 ARRs（Arabidopsis response 
regulator）的表达，这些 ARRs 是细胞分裂素的负调控因子[47, 48]；细胞分裂素水




1.4.4 WUS 基因的功能域分析 
研究发现，WUS 的 C 末端区域，对于 WUS 发挥生物功能是必不可少的。
WUS 的 C 末端主要包括三个区域：acidic region，WUS-box 和 EAR-like motif[50]。
其中 WUS-box 区域在 WUS 直系同源蛋白 WOX 中是一个保守区域[50, 51]，而
EAR-like motif 在植物转录因子中也是一个保守区域[41]。 
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行了瞬时表达实验：构建 pro35S:GAL4-WUS 和 pro35S-GAL4:LUC 这两个载体
并同时在拟南芥叶片中表达，此时 WUS 全蛋白具有很强的抑制活性，抑制报道
基因 LUC 的表达；当分别对 WUS 的 WUS-box 和 EAR-like motif区域进行突变，
WUS 的抑制活性不变；但若将这两个区域同时突变，不仅 WUS 的抑制活性丧
失，而且还有比较强的激活作用；如若将 WUS C 末端的三个区域同时突变，WUS
的激活作用也消失。证明 WUS-box 和 EAR-like motif 这两个区域为 WUS 的抑制
域，而 acidic region 为其激活域[37]。 
进一步研究发现，acidic region 区域或 EAR-like motif 区域突变的 WUS 依然
可以诱导幼苗根部形成体细胞胚，但若超表达 WUS 的 WUS-box 区域突变，则
幼苗，花等正常，说明 WUS-box 的突变能够消除 WUS 诱导干细胞形成的功能，
其它两个区域突变则不能；当 WUS-box 区域缺失时，WUS 激活 CLV3 和 AG 的
功能丧失；互补分析实验证明用 WUS 启动子表达的 WUS box 缺失的 WUS 不能
恢复 wus-1 的表型，这些都说明 WUS-box 区域对 WUS 的功能发挥是必不可少
的，是其重要功能域。 
 
2  泛素蛋白酶体系统 
目前的研究发现真核生物体内存在多种蛋白降解方式，按其对能量的需求可
划分为两类：ATP 非依赖型蛋白降解和 ATP 依赖型蛋白降解，前者主要包括溶
酶体途径和胞液蛋白水解酶途径（钙蛋白酶系统、半胱氨酸蛋白酶家族等）；后
者则包括非泛素蛋白酶体系统和泛素蛋白酶体系统（UPP）。自科学家阿龙切哈
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